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Leite ARP. Anaélise in vitro da citotoxicidade e producao de mediadores inflamatérios por
queratinocitos estimulados por adesivos para protese [Tese de Doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2017.

RESUMO

Subprodutos oriundos de adesivos utilizados para retencao e estabilidade de proteses totais
podem atuar como irritantes quando em contato com a mucosa. O objetivo deste estudo foi
avaliar a citotoxicidade e a producdo de mediadores inflamatoérios por queratindcitos
estimulados por diferentes adesivos para proteses totais. Trés adesivos disponiveis
comercialmente foram testados (Ultra Corega creme, Corega pd Fixador Ultra e Corega fita
adesiva). Foram obtidos extratos na concentragdo de 1% para os adesivos tipo creme, po €
fita. Queratinocitos gengivais humanos (NOK-SI) foram cultivados in vitro e expostos por 3,
6 ¢ 24 horas aos extratos. Apds este periodo, a citotoxicidade dos extratos foi avaliada pelo
ensaio metil tetrazolio (MTT) e analise da integridade da membrana (liberacdo de LDH; Kit
CytoTox-One) e pela analise da morfologia celular por microscopia eletronica de varredura
(MEV). A producdo das citocinas pro-inflamatorias 1L-1B, IL-6 e TNF-a foi realizada por
meio do ensaio Elisa. A presenca de acido maleico e formaldeido nos adesivos foi verificada
por meio de cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chamas. Os resultados
obtidos foram submetidos a anélise estatistica realizada ao nivel de significancia de 5%. Os
adesivos tipo creme (71,6% de viabilidade celular, ligeiramente citotdxico, p=0,000) e po
(75,7%, nao citotdxico, p=0,002) alteraram significativamente a viabilidade celular quando
comparados ao controle negativo no periodo 6 horas. Nao foram observadas diferengas
significativas entre os adesivos € o controle negativo (p> 0,05) na analise da integridade da
membrana. A morfologia celular dos queratindcitos expostos aos extratos dos adesivos
mostraram-se semelhantes ao controle negativo. Maior liberagdo da citocina IL-6 foi
observada para os adesivos tipo creme e pd nos periodos 6 ¢ 24h (p<0,05). No periodo 3
horas, maior liberacdo de IL-18 pdde ser observada para o adesivo fita (p=0,016). Foi
detectada, em diferentes niveis, a presenga de acido maleico e formaldeido em todos os
adesivos testados. Sendo assim, de acordo com as limitagdes do presente estudo, ¢ possivel
concluir que a similaridade entre os resultados de citotoxicidade dos trés adesivos avaliados e
o controle negativo indicam que esses produtos parecem nao apresentar citotoxicidade as
células queratindcitos gengivais humanos, apesar de ter sido observado alteragdo na expressao
de citocinas pro-inflamatorias.

Palavras-chave: Protese total. Adesivos. Teste de materiais. Citocinas.



Leite ARP. In vitro analysis of cytotoxicity and production of inflammatory mediators by
keratinocytes stimulated by denture adhesives [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2017.

ABSTRACT

Subproducts from denture adhesives used to improve retention and stability of these dentures,
in contact with the oral mucosa, can act as an irritant. The purpose of this study was to
evaluate the cytotoxicity and production of inflammatory mediators by keratinocytes
stimulated by different denture adhesives. Three commercially available adhesives were
tested (Ultra Corega cream, Corega powder Fixador Ultra and Corega pad). Extracts were
obtained from the adhesive cream, powder and strip at 1% after 24 hours of exposure in
DMEM culture medium. Human gingival keratinocytes (NOK-SI) were grown in vitro and
exposed for 3, 6 and 24 hours to extracts. After this period, the cytotoxicity of the extracts
was evaluated by methyl tetrazolium assay (MTT) and analysis of membrane integrity (LDH
realese; KIT Cytotox-One) and by analysis of cell morphology by scanning electron
microscopy (SEM). It was also evaluated the production of IL-1, IL-6 and TNF-a using the
Elisa assay. It was also evaluated the presence of maleic acid and formaldehyde in adhesives
by means of Gas Chromatography and Flame lonization Detector. The results were analyzed
statistically with a significance level of 5%. Cream (71.6%, slightly cytotoxic, p=0.000) and
powder denture adhesives (75.7%, non-cytotoxic, p=0.002) significantly altered cell viability
when compared to the negative control at 6h. No significant differences were observed
between the adhesives and the negative control (p>0.05) when the analysis of membrane
integrity assay was performed. The cellular morphology of keratinocytes exposed to adhesive
eluates was similar to control. Greater IL-6 cytokine release was observed for cream and
powder denture adhesives at 6h and 24h (p<0.05). IL-1P release from strip was higher at 3
hours when compared to the control (p = 0.016). The presence of maleic acid and
formaldehyde was detected at different levels in all the adhesives tested. Within the
limitations of the present study, it be concluded that the similarity between the results of
cytotoxicity for the three denture adhesives tested and negative control indicates that these
products do not appear to be cytotoxic to human oral keratinocytes, in spite of the changes on
expression of pro-inflammatory cytokines.

Keywords: Denture complete. Adhesives. Materials Testing. Cytokines.
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1 INTRODUCAO

A confecgdo de proteses totais envolve uma série de procedimentos clinicos e
laboratoriais para que se possa obter sucesso no tratamento e satisfacdo do paciente. Para
garantir isso, o cirurgido-dentista deve estar atento a todas as etapas que envolvem a
confeccao da protese, a fim de que proteses totais bem adaptadas possam garantir uma
reabilitagdo funcional e estética, preservando as estruturas de suporte, além de proporcionar
conforto aos seus usudrios.

Dentre os objetivos a serem alcangados quando da confec¢ao de uma protese
total convencional, a retencdo e a estabilidade sdo aspectos de grande interesse por parte de
seus usuarios, uma vez que estio diretamente relacionados com o seu conforto e seguranga®.
Desta forma, ¢ muito importante garantir aos usuarios destas proteses que suas necessidades
psicologicas relacionadas a aceitagcdo do tratamento sejam alcancadas.

Entre as alternativas de reabilitacdo do paciente desdentado, as proteses totais
convencionais sdo financeiramente mais acessiveis quando comparadas as proteses implanto
suportadas®. Entretanto, apesar de alguns estudos demonstrarem uma alta prevaléncia de
pacientes satisfeitos com as proteses totais convencionais’?, diversas sdo as queixas relatadas
pelos pacientes que fazem uso destas proteses, especialmente mandibulares, tais como
falta de retencdo, instabilidade, dificuldades de mastigagdo, baixa autoestima, redugdo da

. . e . . ~ 2
qualidade de vida, do convivio social e da satisfagio®*>*%",

Sabe-se que os principais
fatores que podem contribuir para a pobre retencao dessas proteses sdo o grau de reabsor¢ao
do osso alveolar e diminui¢ao do fluxo salivar, além do fato de que as proteses mandibulares
exigem um elevado controle do tonus muscular pelo paciente, o qual diminui com o avango
da idade™’. Por estes motivos, os agentes adesivos tém sido utilizados para otimizar a retencio
das proéteses totais por aumentar as propriedades adesivas e coesivas da saliva e a viscosidade
do meio entre a prdtese e sua area de assentamento, obliterando o espaco entre a base da
protese e a mucosa bucal”. Além disso, os adesivos aumentam o coeficiente de tensdo
superficial do filme de saliva entre a protese € a mucosa, proporcionando uma melhor
distribuicio das forcas oclusais®.

Desde o final do século XVIII os adesivos tém sido utilizados para melhorar a
retencdo das proteses, sendo que o primeiro relato cientifico sobre os adesivos ocorreu em

1935 pelo Council of Dental Materials da American Dental Association®®. Em 1939, um

crescente aumento de usuérios pode ser observado, cerca de 15 milhdes de pessoas ja faziam
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uso de fixadores para protese®*°

. Sabe-se que 30% dos usuarios de proteses totais usam ou ja
fizeram uso de adesivos, € que o numero de usuarios de adesivos varia entre 15 a 33% dos
usudrios de proteses e que no periodo de um ano foram vendidos nos Estados Unidos cerca de
55 milhdes de unidades de adesivos para protese, representando um valor superior a 220
milhdes de dolares'. No Brasil ndo ha dados referentes ao niimero de pacientes que utilizam
esses produtos®, mas um estudo recente constatou que 77,5% dos pacientes informaram que o
adesivo nao era necessario, 3,75% relataram ndo ter dinheiro para comprar o produto, e
apenas 4% utilizavam esse tipo de produto regularmente®”.

A partir do surgimento desses produtos no mercado, por muito tempo os dentistas
foram relutantes em indica-los aos seus pacientes pelo fato de enxerga-los como um reflexo
negativo de suas capacidades clinicas ou pela falta de experiéncia protética, além disso alguns
acreditavam que estes produtos poderiam levar a efeitos indesejaveis como hiperplasias dos
tecidos moles e reabsor¢do do rebordo alveolar’****2%%® De fato, isso pode ser resultado de
uma posi¢do historica tradicional, assumida e mantida ainda hoje por muitas Escolas de
Odontologia, afirmando que os adesivos seriam usados unicamente em préteses mal
confeccionadas pelos cirurgides dentistas’”.

Por outro lado, hd& uma conduta que defende o uso de adesivos para facilitar
procedimentos clinicos, melhorar a aceitagdo e a satisfagdo do paciente em relagdo a protese,
0 que torna prudente a indicagdo destes produtos a usuarios de proteses bem adaptadas, a fim
de atender suas necessidades funcionais e psicoldgicas de retencdo e estabilidade, o que
poderia proporcionar seu melhor desempenho'”. Além disso, os adesivos também podem ser
indicados para pacientes com fluxo salivar reduzido, pobre tonicidade muscular, deficiéncias
neurologicas, melhorar a seguranca para pessoas socialmente ativas, facilitar a adaptacao de
proteses novas e para aqueles que se submeteram a modificagcdes cirtrgicas
traumaticas'>**>*"*"®Entretanto, esses produtos tornam-se contraindicados em alguns casos,
como em pds operatorio de protese total imediata, pois podem obliterar o alvéolo cirturgico e
impedir a formagao de coagulo, em casos que as proteses totais estdo insatisfatorias e também
na presenca de hiperplasias ou patologias da cavidade bucal®*.

Estudos demonstram que os adesivos podem beneficiar os usudrios de proteses
melhorando sua adaptagdo, conforto, funcao e capacidade mastigatoria e o nivel de confianca
dos pacientes'>'***. Grasso et al.>* afirmam que as vantagens relacionadas ao uso de adesivos
para usudrios de proteses totais incluem melhora na fungdo, maior retengdo e estabilidade,
aumento na forca de mordida incisal e sensacdo de conforto fisico e psicologico para o

paciente. Outras pesquisas revelaram melhora na eficiéncia mastigatéria e na estabilidade de
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proteses com o uso de adesivos e aumento da satisfacdo de seus usudrios™ .

Como ndo existem evidéncias na literatura dos efeitos dos adesivos nos tecidos de
suporte quando utilizados por periodos superiores a seis meses’’, recomenda-se que eles ndo
devam ser utilizados sem orientacdo de um cirurgido-dentista, dessa forma consultas
periodicas devem ser realizadas para avaliacdo das proteses e dos tecidos de suporte™.

Na literatura ainda existem controvérsias com relacdo aos adesivos, como a
quantidade insuficiente de evidéncias de que os adesivos podem melhorar a fungdo
mastigatoria’’, e também quanto a sua influéncia na microbiota bucal**>'-00-6267.7084

Os componentes responsaveis pelas propriedades adesivas podem ser de origem
vegetal (gomas de Karaya e Acdcia) ou sintéticos (polimeros, como metilcelulose,
hidroximetilcelulose, acrilamida e polivinil acético)”. Também sdo adicionados aos adesivos
agentes inativos para facilitar sua administragdo, como aromatizantes (6leo de horteld),
agentes umectantes (lauril sulfato de sodio, 6leo mineral e vaselina), particulas de carga
(6xido de magnésio, fosfato de sodio, silicato de célcio) conservantes e corantes”.

Determinar o comportamento biologico de materiais odontoldgicos ¢ um aspecto de
interesse para pesquisadores pois esses produtos entram em intimo contato com a mucosa
bucal. Além disso, substancias liberadas na saliva, a partir desses produtos, poderiam causar
reagOes adversas como vesiculas, ulceras, sensagdo de queimacgao, irritacdo e vermelhidao da
mucosa bucal’**"**. Assim, um adesivo considerado ideal nio deve promover o aparecimento
de reagOes adversas na mucosa bucal, ndo deve ser toxico nem irritante e deve ser
biocompativel®.

No estudo de Ekstrand et al.??

, em 1993, uma determinagdo semiquantitativa de
formaldeido presente em adesivos para protese foi realizada e foi observado que quatro
marcas comerciais de adesivos continham mais de 5 pl/ml de formaldeido, indicando que
este componente foi adicionado intencionalmente aos produtos. Tem sido observado na
literatura que este componente exibe um elevado nivel de citotoxicidade e ¢ responsavel por
inflamacdes alérgicas em pacientes que utilizam proteses totais™**%°. Al et al.>, em 2005,
verificou por meio do ensaio MTT e difusdo em &gar, que um dos adesivos testados
apresentou efeito citotoxico severo em células da linhagem L-929, e indagou que essa
observagao possa ter ocorrido devido ao fato de que este era o tnico adesivo que apresentava
em sua composi¢dao acido maleico e metoxi etileno. A citotoxicidade do acido maleico, para
ser utilizado como irrigante de canal radicular, foi observado por Ballal et al.* em fibroblastos

de hamster (linhagem V79), por meios dos ensaios MTT, Pratt Willis e Clonogénico, sendo

que este efeito foi dependente da concentragdo de dacido maleico utilizada. A
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carboximetilcelulose, componente comumente encontrado em adesivos para protese, €

. . . . 11,1
considerada fisiologicamente inerte®. Alguns autores'''""’

advertem que a identificacdo de
certos componentes responsaveis pela citotoxicidade desses produtos sdo dificeis de serem
efetuadas, tendo em vista que a composi¢do e a concentragdo desses componentes sao
raramente disponiveis detalhadamente pelos fabricantes.

As células epiteliais bucais sdo as primeiras células a entrar em contato com os
adesivos para protese ou com substancias liberadas durante sua solubilizacdo. Por este
motivo, os queratindcitos sdo células adequadas para avaliar a citotoxicidade desses
produtos'’. Os queratindcitos possuem um papel central na indugdo da inflamacdo frente a
estimulos nocivos, pois sdo responsaveis pela sintese de citocinas € mediadores inflamatorios
em resposta a um estimulo e também em resposta a outros mediadores inflamatérios™. Uma
grande quantidade de citocinas € produzida por queratinécitos, entre elas as interleucinas pro-
inflamatérias (IL-1 e IL-6) e o fator de necrose tumoral o (TNF-a)*°.

Considerando que a maioria dos adesivos testados em estudos de biocompatibilidade

ISP 11,17,20,23,87
eram citotoxicos™' """

e que a literatura ¢ relativamente escassa quanto a utilizacao de
células epiteliais da mucosa bucal, especificamente queratindcitos'', nos estudos de
citotoxicidade relacionados aos adesivos para protese, ¢ de interesse investigar o
comportamento biologico desses produtos sobre esse tipo celular. Além disso, ensaios que
analisem outras funcdes celulares podem colaborar com informagdes importantes sobre esses
materiais. Os autores ndo encontraram na literatura estudos sobre a expressao de citocinas
pro-inflamatorias por queratindcitos apds entrarem em contato com adesivos para protese. A
quantificagdo da liberagdo de citocinas locais sdo necessarios para se adquirir conhecimento
dos processos imunologicos e patologicos envolvidos nas reagdes inflamatodrias. Outro fator
de interesse ¢ a investigacdo de possiveis componentes desses produtos que podem estar
diretamente relacionados ao efeito citotdoxico dos adesivos, como a liberagao de formaldeido

. 23,24
que foi demonstrada por alguns autores™*.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limitagdes do presente estudo, foi possivel concluir que:

1) Os extratos dos adesivos tipo creme (3 e 24h), p6 (3, 6 e 24h) e fita (3, 6 e 24h) ndo
apresentaram efeitos citotoxicos; somente para o ensaio MTT o adesivo tipo creme, no
periodo 6 horas, apresentou-se ligeiramente citotoxico.

2) Maior liberagao da citocina IL-6 foi observada para os adesivos tipo creme € po nos
periodos 6 ¢ 24h. No periodo 3 horas, maior liberacdo de IL-1B pode ser observada para o
adesivo fita.

3) Foi detectada, em diferentes niveis, a presenca de acido maleico e formaldeido nos

adesivos testados.
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